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Toxoplasma gondii は全ての恒温動物に寄生することができると考えられており（Tenter 
et al., 2001）、扁形動物である Schistosoma属も多くの哺乳類に寄生することができる（Wu 
et al., 2005）。魚類寄生虫では鞭毛虫の Amyloodinium ocellatum、淡水魚の白点虫
Ichthyophthirius multifiliis および海水魚の白点虫 Cryptocaryon irritans は生存可能な塩分
濃度の環境であれば、多くの魚類に寄生することができると考えらえれている（小川, 
2005）。一方、単生類は宿主特異性が高いことが知られている。例えば、ブリ類のエラ
ムシ類はブリ Seriola quinqueradiata およびカンパチ S. dumerili に寄生する Heteraxine 














のほとんどが雌雄同体であるため、成熟した 2 個体で交接し、産卵する（小川, 2004）。
また、オンコミラシジウム幼生の宿主への着定には、宿主となる魚類の体表免疫が関与
していることが示唆されている（Igarashi et al., 2015）。これまでにおよそ 4,000 種の単





	 ハダムシ類は扁形動物門単生綱カプサラ科に属する寄生虫の総称である。Fig. 1 に我
が国において確認されているハダムシ類の 5 種の標本を示した。一部の単生類は養殖魚
に寄生し、魚病被害を引き起こす。我が国においてはブリハダムシ Benedenia seriolae お
よびシンハダムシ Neobenedenia girellae が養殖されているブリ類の体表に寄生し、魚病
被害を引き起こす（Ernst et al., 2005; Ogawa et al., 1995）。また、N. girellae はこれまでに
5 科 14 種に（Ogawa et al., 1995）、B. epinepheli は 13 科 25 種の海産魚に寄生することが
報告されており、宿主特異性が低く、多くの養殖魚および水族館飼育魚で問題となって
いる（Ogawa et al., 1995）。さらに B. hoshinai はイシダイ Oplegnathus fasciatus およびイ
シガキダイ O. punctatus に寄生し、B. sekii はマダイ Pagrus major に寄生することで問題
になることがある（小川, 2004; Ogawa and Shirakashi, 2017）。また N. girellae は N. melleni
のシノニムとする考えがあるが（Whittington et al., 1996）、これまでに形態的な違いも指
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摘されており、別種だとする説もあり（Yamaguti, 1964、Ogawa et al., 1995）、いまだ議
論されている（Ogawa and Shirakashi, 2017）。さらに、N. girellae は 1991 年に初めて日本
で確認されたため、中国から輸入されたカンパチ種苗とともに移入された外来種である
と考えられている（Ogawa et al., 1995）。ブリ類養殖において、B. seriolae の寄生は周年
見られるが、N. girellae は沖縄および小笠原諸島を除き、低水温期には見られなくなる
ことから、高温に適応した種であると考えられている（小川, 2004）。 






	 現在ハダムシ類の対策としては、スズキ目の B. seriolae およびフグ目の N. girellae に








	 ハダムシ類の内、B. seriolae および N. girellae については詳細な生態の解明が行われ
ている。B. seriolae は 11.0~28.5°C の間でブリ類への寄生がみられることがわかってい
る（原田, 1965）。ブリの体表に寄生する B. seriolae の成長について記録がされており、
夏季（水温 22~26°C）において 20 日で成熟サイズである 5.8 mm に達し、その後も成長
し続けた（笠原, 1965）。さらに B. seriolae はほぼ毎分 1 個の割合で昼夜を問わず産卵し、
1 個体あたりの平均産卵数は、毎時 58.3 個であることが報告されている（Mooney et al., 
2008）。卵の孵化は 21~26°C で 7~10 日かかり（笠原, 1965）、明け方および夕方に集中し
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て起こることが報告されている（Kearn et al., 1992）。交接は 2 個体が相互にペニスを膣
に挿入し、精包を放出することで行われる（Kearn et al., 1992）。 
	 一方の N. girellae は比較的水温が高くなる夏から秋にかけて流行し（Ogawa and 
Shirakashi, 2017）、孵化後 25°C で 10~11 日で成熟サイズである 2.1 mm に成長した
（Bondad-Reantaso et al., 1995）。産卵は B. seriolae 同様に昼夜を問わずに行われ、水温
25~26°C では 1 個体が 700 個以上産卵すると報告されている（Hirano et al., 2015）。さら
に、孵化は光刺激によって誘導され、明け方に集中する。N. girellae は膣を有さないた
め、交接は B. seriolae と異なり、精包を他個体の体表に付着させる。また、自家受精も
観察されている（Ogawa et al., 2014）。 
	 B. epinepheli、 B. hoshinai および B. sekii については報告は少なく、オンコミラシジウ









の解析などを含めた、より詳細な分類を行うためには、ゲノム DNA および mtDNA な
どのかいせきが重要である。 
	 単生類の形態学的な分類は主に内臓および交接器の形態、後固着盤とそれを構成する
鉤および把握器の形態によって分類されている（Bakke et al., 2007; Nitta, 2017）。我が国
において一般的に行われている形態学的な手法によるハダムシ類の分類は、まず、口後
吸盤に隔壁が存在する Megalobenedenia 属とその他に分類される。さらに、膣を持つ
Benedenia 属と膣を欠く Neobenedenia 属に分けられる。B. seriolae は 1 cm 以上になる大




ることが特徴である。ブリ類に同時に寄生する B. seriolae と N. girellae を簡便に分類す
る方法として、1 対の口前吸盤の間の形状が丸みを帯びているものが B. seriolae で、平
らなものが N. girellae とする分類法もある（Kinami et al., 2005）。 
	 分子生物学的な分類法はゲノム DNA 配列を用いて行われる。これまでにハダムシと
同じ単生類の魚類寄生虫である Gyrodactylus 属は、rRNA 配列および internal transcribed 
spacers（ITS）配列について詳細な解析が行われ、分子生物学的な分類が行われている
（Matejusová et al., 2003、Prikrylová, 2009）。また、ハダムシ類についても一部の種で同
様の解析が行われている。 
 
1-6. PCR-RFLP 法による寄生虫の分類 
	 様々な生物種において分子生物学的な分類を行う場合、ゲノム DNA 配列を決定する
方法だけではなく、より簡便な制限酵素断片長多型（Restriction fragment length 






トスポリジウム属の Cryptosporidium parvum において、ヒト由来の株と他の哺乳類由来
の株を分類する方法が確立されている（Spano et al., 1998）。T. gondii の遺伝子型の解析
（Shwab et al., 2014）、リーシュマニア属の種分類（Quaresma et al., 2009）、哺乳類の肝臓
に寄生して肝蛭症を引き起こす扁形動物門吸虫綱棘口吸虫目蛭状吸虫科カンテツ属の
カンテツ Fasciola hepatica とキョダイカンテツ F. gigantica を分類する方法（Marcilla et 
al., 2002）、魚類に寄生する線形動物門双腺綱回虫目アニサキス科アニサキス属を分類す
る方法（Pontes et al., 2005）、鉤虫類の Ancylostoma caninum、A. braziliense および A. caninum







2-1.	  我が国における魚類養殖 
	 水産庁の漁業・養殖業生産統計（http://www.maff.go.jp/j/tokei/）によると、我が国の魚
類養殖生産量は 1990 年以降およそ 250,000 トンを維持している（Fig. 2）。また、魚類の
生産量の内、約 56 %にあたるおよそ 140,000 トンをブリ、カンパチおよびヒラマサが占
めている。次いでマダイ、クロマグロ Thunnus orientalis、ギンザケ Oncorhynchus kisutsh
が生産されている。また、ヒラメ Paralichthys olivaceus、トラフグ Takifugu rubripes、イ
シダイおよびマハタ Epinephelus septemfasciatus などの様々な魚種が生産されている。 
 






チンの開発によって魚病の発生が減少している。1990 年代初頭にブリ類の α 溶血性連
鎖球菌感染症により推定 8 億円の被害が出ており、抗生物質の使用金額も 8 億円程度で
あったが、1997 年に承認されたワクチンにより現在は大幅に被害が減少している。水
産庁発行の「水産用医薬品の使用について第 30 報」によると、現在我が国では 18 種類
の水産用ワクチンが承認されている。これまでにウイルス病においてはウイルス性神経
壊死症およびマダイイリドウイルス感染症について、細菌病においては Lactococcus 
garvieae による α 溶血性連鎖球菌症、Streptococcus dysgalactiae、S. iniae および S. 
parauberis による β 溶血性連鎖球菌症、Edwardsiella tarda によるエドワジエラ症、






第三節． 	 寄生虫への対策 





ドおよびニタゾキサニドなどが使用されている（Yadav and Singh, 2011）。「水産用医薬




3-2.	  寄生虫に対するワクチン開発 
	 これまでに魚類を含めた脊椎動物用の寄生虫ワクチンの開発が行われている。哺乳類
のトリパノソーマ症原因寄生虫のクルーズトリパノソーマ Trypanosoma cruzi の死細胞
をモルモット Cavia porcellus に接種した研究（Basombrio et al., 1990）、リーシュマニア




ンの研究として、鶏コクシジウム症原因寄生虫 Eimeria 属の 3-1E タンパク質の組換え
タンパク質をニワトリ Gallus gallus に接種した研究（Ding et al., 2004）、マンソン住血吸
虫 Schistosoma mansoni の脂肪酸結合タンパク質をウサギ Oryctolagus cuniculus var. 
domesticus（Tendler et al., 1996）、およびグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ
（GAPDH）の組換えタンパク質をマウス Mus musclus（Argiro et al., 2000）に接種した
研究などが行われ、抗寄生虫に関する免疫系が賦活化されたが、感染防御効果はそれほ
ど高くなかった。さらに日本住血吸虫 S. japonicum のアスパラギン酸プロテアーゼの一
種であるカテプシン D の組換えタンパク質をマウスに接種することで有意に感染数の
減少がみられた（Verity et al., 2001）。さらに近年、T. gondii のセリンプロテアーゼの一
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種である ROM4（Han et al., 2017）および旋毛虫症原因寄生虫 Trichinella spiralis のセリ




3-3. 	 魚類寄生虫に対するワクチン 
	 魚類においては、寄生虫ワクチンの開発に関する報告は少ない。これまでにタイセイ
ヨウサケ Salmo salar に寄生する甲殻門カイアシ綱ウオジラミ目の寄生虫である
Lepeophtheirus salmonis および Caligus elongatus に対するワクチンの研究が行われてい
るが（Grayson et al., 1995; Raynard et al., 2002）、効果はそれほど高くないという報告も
ある（Igboeli et al., 2014）。 
 
第四節． 寄生虫のゲノム、トランスクリプトームおよびプロテオーム解析 
4-1. 	 寄生虫のゲノム DNA に関する研究 
	 これまでにヒト、家畜および家禽において重要となる寄生虫を中心に多くの寄生虫に
ついてゲノム DNA の解読が行われてきた。線形動物および扁形動物の寄生虫のゲノム
デ ー タ ベ ー ス で あ る WormBase ParaSite Version: WBPS9 (WA258)
（https://parasite.wormbase.org/）には線形動物 101 種および扁形動物 33 種のゲノム DNA
配列が登録されている。特に哺乳類で重要な寄生虫である住血吸虫類については、
SchistoDB（http://schistodb.net/）という住血吸虫類のデータベースがあり、日本住血吸虫
S. japonicum、マンソン住血吸虫およびビルハルツ住血吸虫 S. haematobium について同
様にデータが公開されている。魚類寄生虫ではタイヘイヨウサケにおいて、ハダムシ類
と同様に単生類に属する寄生虫で、ギロダクチルス症を引き起こす Gyrodactylus salaris







4-2.	  寄生虫のトランスクリプトーム解析およびプロテオーム解析 
	 これまでに多くの寄生虫についてゲノム DNA の解析だけではなく、トランスクリプ
トーム解析およびプロテオーム解析による網羅的な遺伝子配列解析が行われている。ゲ
ノム DNA の解析と同様に、特に哺乳類で重要となる寄生虫において行われている。ヨ
ーエリマラリア原虫 Plasmodium yoelii（Tarun et al., 2007）、捻転胃虫 Haemonchus contortus
（Laing et al., 2013）、マンソン住血吸虫（Verjovski-Almeida et al., 2003; Curwen et al., 2004; 
Cass et al., 2007; Protasio et al., 2012）および日本住血吸虫（Chai et al., 2006; Liu et al., 2006; 






	 本研究では、B. seriolae に着目し、日本国内における B. seriolae およびその他のハダ
ムシ類について 28S rRNA およびミトコンドリア DNA の配列を基に、分子生物学的な
分類を行うことを第一の目的とした。さらに、B. seriolae のワクチンの標的分子の候補
として、タンパク質分解酵素に着目し、成虫の B. seriolae 内で機能しているタンパク質
分解酵素について、活性の測定および分類を行うことを第二の目的とした。最後に、タ






































Fig. 2. Production (t) of aquaculture from 1992 to 2012 in Japan. This figure was created from 





第二章	 ハダムシ類の分子生物学的な分類および Benedenia seriolae
および Neobenedenia girellae を判別する PCR-RFLP 法の開発 
	 日本では現在 4 種類の Benedenia 属および 1 種類の Neobenedenia 属のハダム
シ類が報告されており、魚類養殖において問題となっている。ハダムシ類は一般
的に形態的な特徴で分類されている。近年、B. seriolae において、ゲノム DNA




歌山県で採取された B. seriolae について 28S rRNA および mtDNA の配列を決定
し、系統関係を明らかにすることを目的とした。日本国内における B. seriolae の
28S rRNA 配列および mtDNA 配列の塩基同一率は 97%以上となったが、日本と
オーストラリアの mtDNA の塩基同一率は約 85%となった。また、ブリ類に共感
染する B. seriolae および N. girellae について、28S rRNA および mtDNA 上の
cytochrome c oxidase subunit 1（COX1）遺伝子の配列を用いた PCR-RFLP 法によ
る種判別法を開発した。本手法を用いた解析において、和歌山県で採取され、N. 













虫の B. seriolae からタンパク質を抽出し、ザイモグラフィー法による解析に供し
た。タンパク質分解酵素の基質としてブタ由来のゼラチン、牛乳由来のカゼイン
および 4 魚種の魚皮から抽出した粗精製ゼラチンを使用した。反応後、すべて
のゲルにおいて 100 および 150 kDa 付近に明瞭なタンパク質分解酵素を示すバ
ンドが確認された。さらに、粗精製魚皮ゼラチンを含むゲルでは、50、60、70、









第四章	 Benedenia seriolae における網羅的なタンパク質分解酵素の
探索およびセリンプロテアーゼ遺伝子を利用した新規抗 B. seriolae 
DNA ワクチンの開発 









遺伝子の探索を行い、得られた遺伝子情報を基に B. seriolae に対する新規のワク
チンの開発を行うことを目的とした。トランスクリプトーム解析によって得ら
れた mRNA 配列は 27,374 個で、284 個のタンパク質分解酵素が同定された。さ
らにその内 23 個は住血吸虫類の感染および変態に関与してると考えられている
セリンプロテアーゼ遺伝子と約 30%のアミノ酸相同性を示した。最も mRNA 量




serine protease 4751; BsSP4751）をコードした DNA ワクチンを構築した。ヒラマ
サ Seriola lalandi を供試魚としてワクチン試験を行った結果、ワクチン接種後 2
週間目でコントロール区と比較し、有意にハダムシ類の寄生数が減少した。さら











虫である Benedenia seriolae およびその他のハダムシ類について系統解析および
種分類を行った。さらに、寄生虫の感染および変態時に重要な機能を有すると考







取された B. seriolae が 28S rRNA はほとんど違いがないにもかかわらず、ミトコ
ンドリア DNA（mtDNA）上に存在する cytochrome c oxidase subunit 1 遺伝子の配
列が異なっていることが報告されていた（Sepúlveda and González, 2014）。本研
究においては、日本国内における B. seriolae のゲノム DNA および mtDNA 配列
を決定し、日本国内における B. seriolae の遺伝的な差異を解析した。さらに、こ
れまでの報告についてもより詳細に解析を行うために全長 DNA 配列を用いて
日本国内の B. seriolae とオーストラリアのものについて比較した。その結果、日
本国内の B. seriolae は同一のグループに分類されたが、オーストラリアのものは
異なるグループに分類されたことから、日本国内の B. seriolae は同一の集団であ
り、日本国外のものとは異なる集団を形成していることが示唆された。 
	 さらに B. seriolae とブリ類に同時感染する Neobenedenia girellae を分子生物学
的に簡便に判別することができる PCR-RFLP 法を開発した。本法を用いて日本
各地で採取された B. seriolae および N. girellae について解析を行ったところ、和
歌山県で採取された N. girellae 3 個体が、B. seriolae との雑種である可能性が示
唆された。本法における解析ではゲノム DNA の塩基配列は明らかにできず、雑








































ハダムシ類の分子生物学的な分類を行った。さらに、B. seriolae に対する NGS に
より得られた遺伝子配列情報を基にした DNA ワクチンの構築に成功し、防御効
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